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Resumen

El canal TRPV1 o Transient Receptor Potential Vanilloid 1, por sus siglas en inglés,
pertenece a la familia de canales llamada TRP. Estos canales son importantes para la
deteccidon de estimulos tanto fisicos como quimicos que provienen del medio ambiente. El
canal TRPV1 es un canal cationico no selectivo activado por capsaicina, el compuesto
irritante presente en los chiles de género Capsicum, por temperaturas altas en los rangos
nocivos y por pH acido, entre otros estimulos. El canal TRPV1 ademas de ser activado por
estos estimulos nocivos, esta involucrado en la percepcion del dolor causado por varios
procesos de inflamacién. Comparado con otros canales idnicos, se sabe poco acerca de la
relacion que existe entre la estructura y la funcién de este canal. Tomando en cuenta la
evidente importancia de esta proteina para los organismos en los que se encuentra, se
decidié estudiar los mecanismos moleculares que subyacen a la funcion de la misma. En
particular, en este trabajo se estudié el papel que juegan los residuos de cisteinas en la
activacion del canal TRPV1 por agentes irritantes que se encuentran en algunas plantas
como lo son el ajo y la cebolla. Dado que el canal presenta 18 cisteinas en su estructura
primaria, no seria raro que si dichos agentes irritantes son compuestos que promueven la

modificacién de las cisteinas, estos promovieran algun cambio funcional en el canal TRPV1.

El primer paso para abordar las preguntas que se plantearon en este proyecto fue estudiar el
efecto de los extractos de cebolla y ajo que se sabe que contienen compuestos como la
alicina que reaccionan con residuos de cisteina. Una vez establecido el efecto de estos
extractos, se procedié a examinar a fondo el efecto de la alicina, el compuesto activo que se
encuentra mayoritariamente en estos extractos vegetales, asi como de otros agentes que
modifican cisteinas como los metanotiosulfonatos (MTS) sobre la actividad del canal TRPV1.
Mas aun, para determinar el mecanismo molecular que subyace a los efectos de estos
agentes, se utilizaron técnicas de biologia molecular para introducir mutaciones puntuales en
el canal TRPV1 y determinar el papel de cada una de las cisteinas presentes en su
secuencia de aminoacidos sobre la activacién del canal por los diferentes agentes que se
probaron. Finalmente, se generd un canal TRPV1 sin cisteinas funcional que permitié evaluar,
por medio de la reintroduccion de cada una de las cisteinas en su posicion original, el papel
de las mismas sobre la actividad del canal de manera mas fina. Se encontré que tanto los

agentes MTS como la alicina, modifican la probabilidad de apertura del canal, la sensibilidad
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de éste ante capsaicina y que dichos agentes funcionan como activadores del canal per se.
Los resultados demuestran que esto se debe a la interaccién que tienen estos compuestos
con una cisteina especifica que se encuentra en la posicién 157 en la regién amino- terminal
(N — terminal) del canal TRPVL1.
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Introduccién

Una de las caracteristicas adaptativas mas importantes de los organismos es la capacidad
para detectar y responder a estimulos del medio ambiente. La eficiencia con la que un
organismo es capaz de modificar su respuesta ante distintos estimulos es esencial para su

supervivencia.

Dichos estimulos son detectados por células neuronales que se encuentran en el sistema
nervioso periférico del organismo. Estas células generan una sefial eléctrica o potencial de
accion (PA, cambio transitorio en el potencial de membrana que desplaza el voltaje hasta un
valor positivo para posteriormente regresar a su valor inicial) en respuesta a ciertos tipos de
estimulos. La excitabilidad de estas células se debe a su capacidad para permitir el
movimiento de iones, tales como Na*, K*, Ca®" y CI, considerados como los principales

generadores de la actividad eléctrica en las células (Hille, 2001).

La célula funciona como un capacitor ya que tiene la capacidad de separar iones a través de
la membrana citoplasmatica generando una distribucion diferencial de las cargas eléctricas a
ambos lados de la misma. Como resultado de dicha separacion se generan gradientes
idnicos (quimicos) y de cargas (eléctricos) entre el interior y el exterior de la célula, dando
origen a una fuerza impulsora conocida como gradiente electroquimico. Esta fuerza
determina la direccion de los iones e influye sobre la velocidad de los mismos cuando son
transportados a través de proteinas especializadas que se encuentran en la membrana
plasmatica. Dichas proteinas transmembranales reciben el nombre de canales ionicos; los
cuales son complejos multiproteicos que forman poros hidrofilicos en las membranas por los
gue pueden ser transportados diferentes tipos de iones. Asi, los canales iGnicos permiten que
las células generen diferentes tipos de actividad eléctrica espontanea; asi como en respuesta

a diferentes estimulos ambientales.
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1) Canales iénicos.

Existen diferentes tipos de canales i6nicos, algunos responden a cambios en el potencial de
membrana de la célula (Vn), otros se activan por la accion de un ligando y otros mas por
cambios en la presion, temperatura, y algunos compuestos de plantas o vegetales, etc. En
general, estos canales son, en mayor o menor grado, selectivamente permeables a
diferentes tipos de iones (Aidley, 1989). Debido a que los iones presentan una carga eléctrica
neta, su movimiento a través de los canales genera corrientes eléctricas que se traducen en

cambios del Vy, lo cual eventualmente puede originar un PA.

Ademas de su clara participacion e importancia en la generacion de sefales eléctricas, los
canales ionicos también participan en diferentes procesos fisiolégicos relacionados con la
secrecion de hormonas y neurotransmisores, contraccidon muscular, regulacion metabdlica y

expresion genética (Catterall, 2000).

Existe una clara relacidon entre la estructura y la funcion de los canales i6nicos. Las diferentes
regiones que conforman y dan lugar a los canales ionicos funcionales juegan también
papeles importantes en la respuesta de estos canales idnicos ante los estimulos del medio
ambiente y, por ende, para su funcion fisioldgica.

Por ejemplo, los canales iénicos activados por voltaje; tales como los de K*, Na* y Ca®*, son
capaces de responder a cambios en el potencial eléctrico establecido a través de la
membrana plasmatica de la célula. La capacidad del canal para responder a cambios en el
potencial eléctrico depende de una estructura denominada sensor de voltaje, que contiene
aminoacidos cargados positivamente y que son los que interactdan con el campo eléctrico.
Varias lineas de evidencia que incluyen estudios funcionales y de homologia de secuencias
sugieren que en todos los canales activados por voltaje, el sensor de voltaje se encuentra

localizado en el segmento S4 (Figura 1) (Islas, 1999; Sands, et al 2005).
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Figura 1) Modelo de la estructura de un canal i6nico activado por voltaje. Se muestran dos
subunidades contiguas: cada una de ellas a un lado del poro. La regién del poro se encuentra
conformada por los segmentos S5 y S6. Los segmentos S4 se muestran con cargas positivas
conferidas por la presencia de aminoacidos como la arginina. El segmento S4 detecta los cambios en
el potencial de membrana y sufre un cambio conformacional que se traduce al resto de la proteina
promoviendo los cambios en las regiones que forman al mecanismo de compuerta (segmentos S5y
S6) que llevan a la apertura o cierre del canal.

Se ha especulado que el segmento transmembranal S4 realiza una translacion vertical sobre
Su mismo eje en respuesta al cambio en el voltaje membranal y dicho cambio conformacional

gue moviliza carga, conlleva a la activacion del canal i6nico (Sands, et al 2005).

Ademas, para que la conduccion iénica pueda ocurrir en cualquier tipo de canal, éste debe
de sufrir un cambio en su estructura para poder pasar de un estado abierto a un estado
cerrado o viceversa; a dicho movimiento se le llama “gating” o “propiedades de compuerta”. A
la estructura que sufre el cambio conformacional que lleva a la apertura o al cierre del canal
se le llama compuerta de activacion. Por ejemplo, en los canales de K* activados por voltaje
se han obtenido estructuras cristalizadas para los canales tanto en el estado abierto como en
el estado cerrado y se ha sugerido que la compuerta de activacion se encuentra en la parte
interna del canal (Figura 2). En el caso particular de los canales de potasio, la compuerta
estd compuesta por la interaccibn de las alfa hélices que forman a los segmentos

transmembranales S6 (Sands, et al 2005).
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Figura 2) Caricatura para la compuerta de
activacion de un canal de potasio; la cual se
encuentra en la regidn intracelular del
segmento transmembranal S6 (indicado por
las flechas)

Pese a que existe mucha informacion en la literatura acerca del papel de los canales iGnicos
en la fisiologia de los organismos, no fue hasta poco menos de una década que se
identificaron los mecanismos moleculares que subyacen a la deteccién de estimulos del
medio ambiente, tales como, cambios en la temperatura, en el pH y otros estimulos que
pueden ser nocivos. Estas proteinas resultaron ser canales ibnicos que permiten que las
células del sistema nervioso periférico y central respondan a éstos estimulos. En el afio de
1977 se describié una mutante de la mosca Drosophila que exhibia una respuesta a la luz
gue se caracterizaba por ser transitoria en vez de sostenida; por lo que se le llamo TRP, que
por sus siglas en inglés, significa Transient Receptor Potential. (Cosens, et al, 1969; Minke,
1977). En las ultimas 2 o 3 décadas, el nimero de canales que se han incluido dentro de la
familia de los TRP, ha aumentado considerablemente. A continuacion se describen las

caracteristicas generales de esta familia de proteinas.

2)Canales TRP.

Los TRP son canales catidénicos no selectivos, aunque la permeabilidad para diferentes
cationes monovalentes o divalentes varia enormemente entre las diferentes isoformas.
Aungque se parecen estructuralmente a los canales activados por voltaje, estas proteinas
presentan poca sensibilidad a los cambios en el voltaje transmembranal. La estructura
terciaria propuesta para los canales TRP se basa en predicciones a partir de su secuencia de
aminoacidos; la cual sugiere la presencia de un dominio amino— terminal (N— terminal) y un
dominio carboxilo— terminal (C— terminal) en la regidn intracelular de los canales y seis

segmentos transmembranales en cada subunidad. Por su homologia con algunos canales de
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potasio, se ha sugerido que la region formada por los segmentos S5 y S6 forman el poro o
via de conduccién idnica; ademas, se piensa que la asociacidon de cuatro de estas
subunidades forma un tetramero, constituyendo asi al canal funcional (Figura 3) (Clapham,
2001, 2003).

N — terminal C - terminal

Figura 3) Estructura terciaria de un canal TRP. A) La combinacién de cuatro
subunidades forma un tetramero. B) Esquema de una subunidad del canal TRPV1;
la cual posee seis segmentos transmembranales con regiones amino y carboxilo
terminales intracelulares y el poro (P) que se forma entre los segmentos S5y S6.

Los canales TRP son activados por un ancho rango de estimulos; los cuales pueden ser
divididos en tres categorias:

a) Activacion por un Receptor. Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y los
receptores de tirosina cinasa que activan fosfolipasas C pueden modular la actividad
del canal TRP por medio de tres vias: 1) hidrélisis de fosfatidil inositol (4, 5) bisfosfato
(PIP2), 2) produccion de diacilglicerol (DAG) o 3) produccion de inositol (1, 4, 5)
trifosfato (IP3) y la subsecuente liberacién de Ca?* intracelular almacenado (Clapham,
1995).

b) Activacion por ligando. Los ligandos que activan a los canales TRP pueden ser
clasificados como 1) moléculas organicas exogenas, incluyendo componentes
sintéticos y productos naturales (capsaicina, icilina, 2 — APB); 2) lipidos endégenos o

productos del metabolismo de lipidos (diacilglicerol, fosfoinositol, eicosanoides,
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anandamida); 3) nucledtidos purinicos (adenina y guanina) y sus metabolitos
[adenosin difosfato ribosa (ADP — ribosa), BNAD']; o 4) iones inorganicos como Ca*"y
Mg?. (Ramsey, et al. 2006)

c) Activacion directa. Los cambios en la temperatura estan acoplados a la apertura de
ciertos miembros de los canales TRP y el mecanismo por el cual actian es aun
desconocido. Entre los activadores directos se incluyen los estimulos mecanicos, la

temperatura y los cambios en el pH (Vriens, 2004).

Los mas de 20 miembros de la familia de los TRP hasta ahora descritos se encuentran
agrupados en siete subfamilias (Figura 4): candnicos (TRPC), de tipo vaniloide (TRPV), los
melastatina (TRPM), las mucolipinas (TRPML) los policistinas (TRPP), la proteina 1
transmembranal anquirina (ANKTM1 o TRPA) y el TRPN (mecanoreceptor C) (Clapham,
2003).

De las distintas familias de canales TRP que existen, la mejor descrita en cuanto a sus
funciones fisiologicas y a la naturaleza de sus activadores es la subfamilia TRPV (“vaniloide”).
Dentro de esta subfamilia se encuentran los canales TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4,
TRPV5 y TRPV6. Entre estos canales cationicos no selectivos, encontramos que el TRPV 1,
2, 3y 4 son termosensibles (Benham, 2002). De manera general, se expresan en células de
la raiz del ganglio dorsal (DRG), en el Trigémino (TG), nervios periféricos, en la espina dorsal,
al igual que en multiples tipos de células, en algunas regiones del cerebro, en varios tejidos

incluyendo células del muasculo liso, el rifién, intestino, etc.

Entre las peculiaridades que presentan dichos canales encontramos que, el TRPV2 presenta
el 50% de homologia en su secuencia de aminoacidos con el TRPV1, que es activado por
temperaturas nocivas (>53°C) y que también se activa por factores de crecimiento; tales

como el factor de crecimiento de insulina 1 (IGF — 1).
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Figura 4) Arbol filogenético de la familia de TRP. La distancia evolutiva se muestra por el largo de las
ramas que fue calculado por analisis filogenéticos de mutaciones puntuales (PAM). Tomada de Stine
et al. 2005

El TRPV2 se ha descrito como un canal activado por estiramiento; regula la hipotonicidad y el
estiramiento incrementado por el Ca?* intracelular de las células del musculo liso vascular.
Juega un papel importante en el muasculo esquelético, en la degeneracion del muasculo

cardiaco y en la via del dolor (Kanzaki, 1999).
El TRPV3 se expresa en neuronas DRG, en el TG, cerebro, queratinocitos, en la lengua y en

testiculos, se activa por temperaturas inocuas, alrededor de 30 — 33°C, y por productos

naturales, tales como el linimento (preparacion de aceites); el cual es un ungliento que se

18



aplica en la piel. Dicho canal puede coensamblarse con el TRPV1 y formar un heterémero
funcional (Smith, et al 2002).

El TRPV4 se expresa en el cerebro, en las neuronas DRG y en multiples tipos de células
periféricas excitables y no excitables. Se activa por diversos estimulos, incluyendo la
temperatura, alrededor de >24°C, por la hinchazén de las células, estrés, endocanabinoides
y &cido araquiddnico. Las funciones fisiolégicas del TRPV4 incluyen la termosensacion
central y periférica, la mecanosensasion (incluyendo la respuesta que proviene de células

endoteliales), osmosensacion y la homeostasis basal del Ca®*.(Watanabe, et al 2002).

EL TRPV5 y 6 se expresan mayoritariamente en el riién y en el intestino, respectivamente,
donde juegan una funcién importante en la reabsorcién de Ca?*. Ambos canales son
regulados por el Ca®*" ya que son inactivados por este i6n extracelular a potenciales
hiperpolarizantes. Conducen al Ca®* por debajo de las concentraciones fisiolégicas normales,
pero en ausencia del mismo en la parte extracelular, son capaces de conducir cationes
monovalentes. Tanto el TRPV5 como el TRPV6 son dependientes del voltaje y se bloquean
por Mg?* extracelular. La calmodulina (CaM) se une directamente a ambos canales y se ha
demostrado que puede estar involucrada en la activacion del canal TRPV6 (Lambers, et al
2004).

2.1) El canal TRPV1: Nuestro modelo experimental.

De ahora en adelante, me enfocaré en un miembro de la subfamilia de los canales TRPV, el
canal TRPV1 (Caterina et al., 1997). Este canal, ademas de responder a temperaturas altas
en el rango nocivo, se encuentra involucrado en procesos de dolor e inflamacién (Clapham,
et al, 2003). El TRPV1 fue el primer miembro de la familia de los canales TRP en ser
identificado en mamiferos, y uno de los que ha sido mas estudiado. Se identificé por primera
vez en neuronas DRG y TG, es expresado ampliamente en neuronas sensoriales periféricas,
asi como en varias células no neuronales, en algunas partes del cerebro y en el tracto

gastrointestinal y en el pancreas. (Clapham, et al 2001).
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El TRPV1 es un canal catiénico no selectivo con preferencia al Ca®*. Es un canal rectificador
saliente (Figura 5) ya que la corriente en el cuadrante positivo del voltaje es mucho méas
prominente que la del cuadrante negativo del voltaje. La permeabilidad a cationes divalentes
en el TRPV1 depende de un residuo, el acido aspartico, que se encuentra en la region del

poro de dicho canal (Garcia-Martinez, 2000).

1.0

0.8 Figura 5) El canal TRPV1 es un rectificador saliente.
Relacion corriente a voltaje obtenida a partir de un
0.6 parche en la configuracion de “inside-out” de la

técnica de fijacion de voltaje en microédreas de
membrana o patch-clamp. La corriente invierte a 0
mV dado que las soluciones de registro son
isométricas. Notese como la corriente en el
cuadrante negativo del voltaje es menor con
respecto a la corriente del en el cuadrante positivo

0.4 -

Corriente normalizada

0.2

I . . —V, mV .
{EG =0 100 del voltaje
El TRPV1 es activado por
componentes  vaniloides; tales HO
como, la capsaicina que se H

encuentra en diversas variedades
) 0
de plantas del género Capsicum;

por el olvanil que es un analogo de Figura 6) Estructura quimica de la Capsaicina

la capsaicina (Figura 6) y por la

resiniferatoxina, que es un compuesto altamente irritante que se extrae del latex de la planta
Euphorbia resinifera. Este canal también responde a los cambios en la temperatura (> 43°C).
Mas aun, el canal responde a bajo pH (< 5.9) a la anandamida y a los eicosanoides (Montell.,

2002).

2.2) Regiones estructurales importantes para la regulacion de la funcion del canal TRPV1.

Como se menciono anteriormente, se piensa que el canal TRPV1 funcional es un tetramero y

gue cada subunidad esta formada por seis segmentos transmembranales con regiones N —y
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C — terminales intracelulares y un asa entre los segmentos S5 y S6 que forma el poro o via
de conduccidn idnica (Figura 3) (Clapham et al., 2001). Dicha topologia ha sido reportada en
varios canales ionicos, incluyendo a los canales idnicos activados por nucleoétidos ciclicos,
los canales de K" activados por voltaje (Shaker) y los canales activados por hiperpolarizacion.
El TRPV1 contiene, por lo menos, 3 dominios de unién a anquirina en la region N —terminal
con aproximadamente 33 residuos. Se ha reportado que la CaM se une a dichos dominios de

anquirina; en especial al primer dominio (Figura 7) (Rosenbaum, et al. 2004).

Extracellular

Figura 7) Topologia del canal TRPV1. Esquema de una subunidad Unica; en la cual se muestran los
repetidos de anquirina indicados por una “A”, residuos susceptibles a la fosforilacién en verde, dos
regiones de unién a calmodulina en el C —terminal y N — terminal indicados por “CaM”. Los residuos
azules en la “asa — P” representan aminoacidos protonables, los residuos de cisteinas en esa misma
asa, son susceptibles a la reduccion y son indicados por el color morado. El sitio de unién a PIP, se
encuentra en el C —terminal al igual que el dominio de la caja de TRP. Modificada de Ferrer — Montiel
et al. 2004 y Tominaga y Tominaga, 2005. En: TRP ion channel function in sensory transduction and
cellular signalling cascades.
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Se ha reportado que el dominio que confiere sensibilidad a los compuestos vaniloides se
encuentra en el asa intracelular que conecta a los segmentos S2 y S3; los aminoacidos
tirosina 511 (Y511) y serina 512 (S512), que se encuentran en dicha asa, se han identificado

como los determinantes estructurales criticos para la union de la capsaicina con el TRPV1.

Por otro lado, también se encontré en estudios que involucran deleciones en el TRPV1 y la
construccion de quimeras entre el TRPV1 y el TRPV2, que la arginina 114 (R114), y el 4cido
glutdmico 761 (E761) en el N— y C— terminales, respectivamente, estan involucrados en el

reconocimiento del agonista (Jung, et al 2002).

En la region del poro se encuentran los residuos acidos, E636 y el acido aspartico 646 (D646)
gue se encuentran en el asa (P) del TRPV1 y que son los responsables de las propiedades
de permeabilidad del canal (Garcia-Martinez et al., 2000). Al igual que los residuos anteriores,

la metionina 644 (M644) también modula las propiedades de permeabilidad del canal.

Ademas de que el poro funciona como la via de conduccion de iones, contiene cierto
aminoacido que interacta con los protones del medio externo, logrando con esto que el
canal se active ante pH bajo. Andlisis basados en mutaciones en el asa del poro en el
TRPV1, han revelado que los aminoacidos E600 y E648, sirven como sitios reguladores para
la activaciéon del canal TRPV1 por los protones. La acidificacion del medio extracelular tiene
dos efectos primordiales sobre la funcién del TRPV1; el primero es que, los protones
extracelulares incrementan la potencia de los agonistas (la temperatura y la capsaicina). El
segundo es que, los protones extracelulares pueden, por si mismos, ser considerados
agonistas del canal ya que la acidificacion (por debajo de un pH<6) lleva a la apertura del
canal a una temperatura ambiente. Los protones extracelulares, se cree que actuan,
primordialmente, incrementando la probabilidad de apertura del canal, en lugar de alterar la
conductancia unitaria o la interaccion directa con el sitio de unidbn a compuestos vaniloides
(Tominaga, et al 2004).

Otra region importante para la funcion del TRPV1 es la region del carboxilo terminal la cual
se encuentra en la parte intracelular del canal, contiene un sitio de unién a PIP; el cual juega
un papel clave en la sensibilidad del receptor por la capsaicina y otros sitios que le permiten
interactuar con la proteina cinasa C (PKC) y la cinasa CAM Il (Julius, et al 2001). Estudios de
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la relacion que existe entre la estructura y la funcion le han atribuido al C— terminal un
importante papel en la induccion de procesos de inflamacion; asi como de ser el responsable

de la sensibilidad a la temperatura. (R. Latorre, et al. 2007)

2.3) Regulacién de la funcion del canal TRPV1 por Ca?".

El canal TRPV1 presenta un par de procesos biofisicos que han sido ampliamente
estudiados: la desensibilizacion aguda y la taquifilaxis. La desensibilizacion aguda se
caracteriza por que la respuesta del canal se reduce gradualmente ante estimulos
prolongados con el agonista. Dicha desensibilizacion se da en presencia del Ca?*
extracelular debido a la interaccién que tiene el canal con la CaM que se activa por el Ca®".
Recientemente, se determiné que la calmodulina se encuentra constitutivamente unida al
TRPV1 y al entrar el Ca®" a través del canal, se promueve la activacién de la CaM dando
lugar a un cambio conformacional que produce el cierre del mismo (Rosenbaum et al. 2004)
(Figura 8, A). La taquifilaxis se caracteriza por una disminucion en la respuesta del canal
ante aplicaciones cortas pero sucesivas del agonista (Figura 8, B). Este fendbmeno también

depende de la presencia de Ca®* (Caterina et al 1997).

A Desensibilizacion B Taquifilaxis
Capsaisina sin Ca' "
/ capsaicina
<o & &
Bafno sin calcio 200:p2 S |
10s ~ -80
2 -100
Capsaisina con Ca™" %
74 -—-—\_ -2 120
/ : O -140-
D %
T T T T T
Bafio con calcio EORIR| 0 10 20 30 40 50
10 tiempo, s

Figura 8) ElI canal TRPV1 presenta desensibilizacién aguda y taquifilaxis. A) Fendmeno de
desensibilizacién aguda; ya sea con Ca®* en la solucién del bafio (arriba) o soluciones libres del
mismo y EGTA (abajo). B) Taquifilaxis con Ca” en el baio.
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2.4) Importancia del canal TRPV1 en procesos inflamatorios.

Otro proceso de aspecto importante de la fisiologia del canal TRPV1 es que participa en
algunos procesos inflamatorios. Existen dos tipos de mecanismos esenciales de activacion
del TRPV1 por la inflamacion. El primero es por mediadores inflamatorios tales como la
bradiquina, el NGF (factor de crecimiento neuronal), el ATP o por la prostaglandina E2. Estos
agentes activan a sus respectivos receptores expresados en terminales periféricas de
neuronas sensoriales primarias. La activacion de esos receptores induce la activacion de
mensajeros intracelulares; tales como proteina cinasa A (PKA), PKC y la fosfolipasa C (PLC),
los cuales activan al canal TRPV1 a través de la reduccion del umbral de la temperatura de
dicho canal (Chiang, et al 2001b; Liang,et al 2001). El segundo mecanismo propuesto para la
activacion del TRPV1 por procesos inflamatorios es que hay ligandos endégenos que activan
al receptor. Sin embargo, la eficiencia y potencia de los ligandos enddgenos, es baja y se ha
debatido si las concentraciones in vivo pueden ser concentraciones lo suficientemente altas
para poder activar al TRPV1. No obstante, diferentes activadores del TRPV1 tales como la
temperatura, los protones, y varios ligandos potencian el efecto de otros; por lo que, estudios
recientes sobre la activacién del TRPV1 por medio de anandamida sugieren que la accion de
varios activadores podrian ser los responsables de la activacién del TRPV1 en condiciones
inflamatorias (Ahluwalia, et al 2003a). Dicha hipétesis es apoyada por datos que muestran
qgue la concentracién de ligandos enddgenos del TRPV1; tales como la anandamida es

incrementada en tejidos inflamados y que la inflamacién activa a la PKC (Zhou, et al 2003).

2.5) Activacién del canal TRPV1 por agentes irritantes y agentes que modifican cisteinas.

Mas recientemente, se han realizado estudios en los que se ha descubierto que ciertos
compuestos como la alicina que se encuentra en el ajo y en la cebolla, activan al TRPV1 por

un mecanismo que aun no se ha dilucidado completamente.

El compuesto “alin” que proviene del ajo se convierte en alicina por la enzima alinasa
después de que el ajo es magullado, cortado o machacado. La alicina es un componente

inestable; el cual se puede convertir facilmente, a través del tiempo o después de haberla
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calentado, a una gran variedad de componentes estables que contienen sulfuro; incluyendo
el dialil-sulfuro, dialil-disulfuro y el dialil-trisulfuro (Amagase, et al 2001). Estudios recientes
han demostrado que si se eliminan los compuestos pungentes del extracto del ajo
calentandolo a cierta temperatura y por un tiempo determinado, este se vuelve incapaz de
activar al TRPV1 (Macpherson, 2005).

Existe muy poca informacion en la literatura acerca del mecanismo que permite que la alicina
active al canal TRPV1. Recientemente, se describio que el mecanismo que usan los
compuestos que se encuentran en la mostaza y en el ajo funcionan como agentes que
modifican residuos de cisteinas para activar a algunos canales TRP (Macpherson, et al. 2005,
2007).

Como ya se ha mencionado, los canales TRP son sensores polimodales de estimulos fisicos
y quimicos que se encuentran involucrados en numerosas funciones fundamentales de la
célula. Sin embargo, pese a que los canales TRP tienen funciones muy importantes en los
organismos Vivos y a que juegan papeles esenciales en la respuesta a diversos estimulos del
medio ambiente, casi no sabemos nada de su estructura ni de cuales son los mecanismos
moleculares que permiten que sean capaces de traducir los estimulos del medio ambiente en

una respuesta celular.

En comparacion con lo que se sabe acerca de la estructura y la funcién de los otros canales
i6nicos, la informacion que se tiene acerca del poro, el filtro de selectividad, la compuerta de
activacion y el sensor de voltaje de los canales TRPV es muy limitada; por dicha razon se
han utilizado técnicas tales como mutagénesis dirigida, agentes que modifican cisteinas, etc.,
para poder obtener informacion sobre los eventos celulares y moleculares que subyacen a la
deteccion de estimulos como cambios en la temperatura y en la acidez del medio. Asi mismo,
estas herramientas han sido usadas para estudiar la naturaleza de los eventos moleculares
gue subyacen a los procesos de deteccién de estimulos dolorosos que son procesos

indispensables para la supervivencia de los organismos.

Se sabe que la oxidacion y la reduccion de los residuos de cisteinas pueden producir efectos
fisioldgicos importantes. Por ejemplo, algunos compuestos reductores modifican la actividad
de los receptores NMDA (Aizenman, et al 1989), GABAA (Amato, et al 1999), canales
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activados por nucleétidos ciclicos (Rosenbaum, et al 2002a) y varios canales activados por
voltaje. Esto se vuelve interesante si tomamos en cuenta que el canal TRPV1 tiene 18

cisteinas en su secuencia de aminoécidos (Figura 9).

JOUL_

Dominios de Anguirina C

Dominios de Anguirina C
¢ ¢ Dominios de Anguirina C C c p-region
15 3% [ |
| I
W VY YV

S1 5253545356 56

Figura 9) Esquema de la secuencia primaria del canal TRPV1 en donde las 18
cisteinas se representan con tridngulos y con la letra C.

Esto ha llevado a algunos grupos de investigacion a estudiar si la

CH,SH
actividad de este canal puede ser regulada por dichas cisteinas
e . H——0H
cuando son tratadas con ditiotreitol (DTT) (Figura 10), un agente HO "
gue mantiene los grupos sulfhidrilo en el estado reducido.
CH.SH

Existen experimentos que muestran que el DTT facilita las  Figura 10) Formula

] . quimicadel DTT.
corrientes membranales a través del canal en neuronas DRG
debido a su interaccién con tres residuos de cisteinas que se encuentran en el asa que forma

al poro (Vyclicky, et al 2002).

3) Estrategias experimentales gue se han disefiado para el estudio de las relaciones
existentes entre la estructura y la funcion de los canales idnicos.

La cristalografia de proteinas y, en particular de proteinas multiméricas transmembranales,

es una técnica dificil que no siempre se puede realizar con éxito para todos los canales
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iGnicos. Por esta razon, se han disefiado métodos de modificacion quimica y de mutagénesis
dirigida que nos han permitido determinar la contribucién de cada regién para la funcion del
canal, y en conjunto han generado un avance considerable en el conocimiento de la relacion

estructura a funcion de algunos canales ionicos.

El uso de canales mutantes sin cisteinas aunada al uso de reactivos que promueven la
modificacién de las mismas, como por ejemplo los agentes MTS (de la familia de los
metano—tiosulfonatos) han sido ampliamente utilizados para llevar acabo experimentos para

estudiar la relacién entre la estructura y la funcién en los canales ionicos (Yellen, 2002).

A continuacion se menciona un ejemplo de la utilidad de esta técnica ya que el reemplazo de
las cisteinas por otros aminoacidos y su reinsercion en diferentes sitios a lo largo del
segmento transmembranal S6 ha permitido determinar donde se encuentra especificamente
la compuerta de activacion de los canales activados por nucle6tidos ciclicos. Los
experimentos consistieron en aplicar los agentes MTS en presencia o en ausencia del
ligando. Es decir, cuando el canal esta cerrado o abierto. La idea es que si la accesibilidad de
los agentes que modifican cisteinas cambia dependiendo de los estados abierto y cerrado del
canal, entonces quiere decir que esa cisteina que fue insertada en el canal se encuentra en
una regién que sufre cambios conformacionales durante el proceso de activacion del mismo

volviéndola accesible o inaccesible a los compuestos conforme el canal se abre o se cierra.

Lo que se encontrd en los canales activados por nucleétidos ciclicos fue que la accesibilidad
a la modificacion de estas cisteinas por agentes MTS no discrimina entre los estados abierto
y cerrado del canal a lo largo del segmento S6 hasta antes del filtro de selectividad. Esto
indica que, a diferencia de los canales de K", la region intracelular del S6 no se comporta
como una compuerta de activacion y que, muy probablemente, la compuerta de activacion en
los canales activados por nucledtidos ciclicos se encuentra en la region del filtro de
selectividad (Flynn, 2003) (Figura 11).
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Figura 11) La compuerta de activacion de los canales activados
por nucleotidos ciclicos se encuentra en el filtro de selectividad
(indicado por las flechas).

Tipicamente, los agentes MTS mas comunmente utilizados son: el 2-aminoetil
metanotiosulfonato (MTSEA); el 2 - trimetil — amonio etil metanitiosulfonato (MTSET) vy el
sodio 2—etilsulfonato metanotiosulfonato (MTSES) (Figura 12, B) (Holmgren, et al. 1996). Lo
gue hacen dichos agentes es interaccionar con los residuos de cisteina donde se forman
puentes disulfuro entre el grupo sulfhidrilo de una cisteina, que se encuentra en el canal
i6nico y el grupo tiosulfonato del agente MTS (Figura 12, A). Ademas, dependiendo del tipo
de agente MTS que se utilice, la carga y el volumen de dicha cisteina se ve afectada
promoviendo que se modifique la rigidez de la region en la que se encuentra la cisteina. Si la
cisteina modificada se encuentra en una regidon importante para la funcién del canal,

entonces se promovera un cambio en la actividad del mismo.
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Proteina —SH + CH3-S-S-R ——— Proteina -S-S-R + CH;-S-H
I [
O O

Reactivos de Acido sulfinico
metanotiosulfonato (MTS)

B
Proteina =S —S — CH,CH,N"Hs MTSEA Carga positiva y aumento de tamafio
Proteina — S — S — CH,CH,SO5 MTSES Carga negativa y aumento de tamafio

Proteina —S —S — CH,CH,N"(CH3)s MTSET Carga positiva, aumento de tamafio e
impedimento estérico

Figura 12) Estructura quimica de los agentes MTS. (A) Reaccidon quimica de la formaciéon de un puente
disulfuro entre una cisteinay el agente MTS. (B) Estructuras quimicas de los diferentes agentes MTS.

Finalmente, cabe mencionar que para propdsitos del trabajo de investigacion que se

presenta en esta tesis, en los ultimos meses se ha generado en el laboratorio, un canal

TRPV1 en el que las cisteinas de la secuencia primaria fueron reemplazadas por otros

aminoacidos. COmo se mencionara en las siguientes secciones, dicho canal sin cisteinas, no

s6lo ha proveido de informacion acerca de los residuos importantes para la respuesta del

canal TRPV1 ante ciertos estimulos sino que sera de gran utilidad para estudiar otros

aspectos de la relacién que existe entre la estructura y funcion del canal.
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Objetivo general

Pese a que los canales TRP tienen claras e importantes funciones en la fisiologia de los
organismos, se conoce muy poco acerca de los detalles estructurales de estas proteinas y de
como se relaciona la estructura con la funcion de las mismas. De esta forma, el objetivo
general de nuestro laboratorio es dilucidar algunas caracteristicas funcionales y estructurales

del canal TRPV1, al cual utilizamos como modelo de estudio de los canales TRP.

Objetivos particulares:

1. Caracterizar en detalle los efectos de los agentes que modifican cisteinas (por ejemplo,
los MTS) sobre la actividad del canal TRPV1.

2. Determinar cudles son las cisteinas que se modifican por agentes MTS en el canal
TRPV1.

3. Probar y caracterizar los efectos de extractos de cebolla y ajo, que contienen agentes
gue modifican cisteinas, asi como los efectos del compuesto activo alicina sobre la

funcién del canal TRPV1.

4. Determinar que cisteina(s) del canal TRPV1 se modifica(n) por la presencia de los
extractos de ajo, cebolla y de la alicina.
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Hipotesis

Otros grupos han descrito que el canal TRPV1 responde a agentes reductores que modifican
cisteinas. Los datos preliminares obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que la
aplicacion de agentes MTS a parches de membrana que expresan al canal TRPV1 son
capaces de promover cambios en la funcion del mismo. Por lo tanto, nuestra hipétesis es que
algunos compuestos que se encuentran en los extractos de algunos vegetales seran capaces
de promover la activacion del canal TRPV1 por medio de la modificacion de cisteinas en su

secuencia primaria importantes para su funcion.
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Metodologia

a) Cultivo celular

Se decidié utilizar a la linea celular HEK293 (Human Embryonic Kidney-293 cells) como
modelo de expresidn heterdloga porque poseen muy pocas corrientes idnicas enddégenas
gue puedan hacer que los resultados sean dificiles de interpretar.

Las células se crecieron en monocapas sobre cajas de Petri de plastico de 100mm de
diametro (Corning) en las siguientes condiciones: atmdésfera saturada de agua y compuesta
por 95% de O, y 5% de CO, a 37°C. La composicién del medio de cultivo fue: 90% de medio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium), suplementado con 10% de suero fetal bovino,
0.5% de Penicilina—Estreptomicina y 1% de aminoacidos no esenciales. Todos los productos
quimicos para el cultivo y mantenimiento de las células se obtuvieron de GIBCO-Invitrogen
(Carlsbad, CA).

Dos veces por semana (cuando la monocapa de células se encontraba entre el 85y 95% de
confluencia), las células fueron despegadas agregandoles 1ml de una solucién de tripsina—
EDTA precalentada (GIBCO), y se disociaron mecanicamente mediante la utilizacion de
pipetas serolégicas de 5ml. Las células fueron resembradas a una densidad
aproximadamente 50 veces menor en una caja de Petri nueva. A su vez, esta misma
suspension celular permiti6 sembrar las células sobre pequefios cuadros de vidrio estériles
en cajas de Petri de plastico de 35mm de diametro, empleados para el registro
electrofisiolégico. Las células sembradas en los cuadros de vidrio se mantuvieron en
incubacion, con las mismas condiciones que ya se mencionaron arriba. Al dia siguiente, las
células sembradas sobre vidrio, se transfectaron utlizando el reactivo Lipofectamina
(Invitrogen), como se explica mas adelante en esta seccion de Métodos, y se utilizaron para

el registro electrofisiolégico después de 24 horas.
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b) Generacién de mutantes

La técnica de mutagénesis dirigida (Figura 13) consiste en remplazar o insertar uno o varios
aminoacidos que se encuentran en la secuencia del canal por otro aminoacido nuevo. Para
fines de esta tesis, se reemplazaron las cisteinas por otros aminoacidos similares con el fin
de obtener un canal TRPV1 sin cisteinas (mutaciones acumulativas) y canales en donde solo

se mutd una cisteina a la vez (mutaciones individuales).

A A
DA AN AA A A

AA AA AA A A

Mutaciones Mutaciones
acumulativas individuales

Figura 13) Esquema de la técnica de mutagénesis dirigida en donde se muestra que a partir
de ella se pueden generar mutaciones acumulativas en donde se han substituido todas las
cisteinas en un solo canal (panel inferior izquierdo) o bien mutaciones individuales o

puntuales (panel inferior derecho).
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Para generar cada mutante, se disefiaron un par de oligonucleétidos (uno directo y otro
complementario) con ayuda del programa VectorNTI; los cuales contenian la secuencia de
aminoacidos que, por medio de una PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa), insertaron
tanto la mutacion deseada en la secuencia silvestre del canal TRPV1 como un sitio de
restriccibn nuevo que sirvi6 como diagnostico para saber si la mutacién fue insertada
correctamente. Ademas, se disefiaron otro par de oligonucle6tidos ubicados en los extremos
de la region a amplificar para obtener cadenas de ADN con la mutante deseada. Una vez que
se realiz6é dicha PRC se tom6 una muestra de esa PCR, que contiene el ADN mutado, y se

realizd una segunda PCR para amplificar el nimero de copias del ADN mutado (Figura 14).

ADN
Templete Oligonucledtidos
! — [ @] mutantes
Oligonucle6tidos
- ~ ~/ [O] silvestres
ler PCR

2da. PCR L]
)
O & o) =
[ )
[ ] ADN Mutado

Figura 14) Técnica de mutagénesis. Por medio de la primer PCR, se insert6 la mutacion deseada
y con la segunda PCR se obtuvieron varias copias de las hebras mutadas.
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Una vez que se obtuvo el ADN mutado, se escogieron dos enzimas de restriccion que
cortaran solo en un sitio del canal en donde se insertaria la mutacion. Una vez que se
cortaron el ADN mutado obtenido por PRC y el canal silvestre (proceso que llamamos
digestion), se separaron los fragmentos de la PCR con la mutacion (inserto) y el fragmento
del canal en el vector de expresion (vector) en un gel de agarosa al 0.8%. Ambos fragmentos
se unieron con ayuda de una ADN ligasa a temperatura ambiente por toda la noche; con lo
cual se obtuvo un plasmido con un canal mutante (Figura 15). Con este mismo protocolo se

realizaron todas las mutaciones necesarias para obtener el canal TRPV1 sin cisteinas.

Por medio de una

ADN ADN ligasa

Mutado

(pcDNA3)

Figura 15) Digestion y ligacion del ADN mutado y el ADN silvestre.

Una vez que se obtuvo el plasmido con el canal mutante, se transformaron células

competentes (bacterias E. coli) por medio de un choque de calor. Las bacterias se sembraron
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en cajas de agar con el antibidtico para seleccion y se cultivaron a 37°C toda la noche. En
general, el vector de expresidn que se usO poseia resistencia a ampicilina asi que las cajas
de agar contenian a este antibidtico para seleccionar aquellas colonias que hubieran
adquirido al plasmido de interés. Finalmente, al dia siguiente se crecieron colonias de
bacterias en medio de cultivo LB (10 g. de Triptona, 5g. de extracto de levadura, 5 g. de NacCl,
1ml de 1IN NaOH y 15 g. de agar) y se extrajo el ADN usando sistemas para extraccion de
ADN de la marca Qiagen.

Los diferentes tipos de ADN generados fueron transfectados en las células HEK293 como se

describe a continuacion.

c) Transfeccion de las células

Se utilizé el reactivo Lipofectamina para transfectar transitoriamente a las células HEK293
con dos plasmidos de tipo pcDNA3: uno que contiene el ADN que codifica para el canal
TRPV1 (0 sus mutantes) y uno que contiene el ADN que
codifica para la proteina verde fluorescente (GFP, BD
Biosciences, San Jose, CA). La ventaja de transfectar con
GFP es que aquellas células que presentan fluorescencia,

normalmente también expresan al canal de interés (Figura

16). En general, se agregaron 500 ng del ADN que Figura 16) Transfeccion

codificaba para el canal y 500 ng de ADN gque codificaba conjunta de proteina verde
fluorescente en una célula

para la GFP y se mezclaron con 5 pl de Lipofectamina en  HEK293 transfectada con GFP y
L . o . . TRPV1.

medio sin suero ni antibidticos (medio sin aditivos). La

mezcla se incubd durante 45 minutos antes de agregarla a

las cajas de Petri 35 mm en donde previamente se habian incubado las células en medio sin

aditivos. La transfeccién se incub6 a 37°C durante 6 horas y después se reemplazo el medio

por medio con suero y antibidticos. Las células fueron registradas después de 24 horas de la

transfeccion.
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d) Electrofisiologia

Los registros electrofisiolégicos se realizaron con la técnica de fijacion de voltaje en
microareas de membrana o Patch—Clamp; la cual fue introducida por Erwin Neher y Bert

Sakmann en 1976 y que les merecio el premio Nobel. No esta la cita en las referencias.

Dicha técnica presenta varias configuraciones para el estudio electrofisiolégico de canales
idnicos en las células: Cell-attached o parche adherido (Figura 17, A), parche escindido (ya
sea “Inside-out” o Outside-out”) (Figura 17, C y D) y célula completa o Whole-cell (Figura 17,
B). Para nuestros experimentos usamos mayoritariamente la configuracién de inside—out que
consiste en formar un sello de alta resistencia entre la punta de una pipeta de vidrio, 0
microeléctrodo y la membrana de la célula. Una vez que se tiene dicho sello se jala el
microeléctrodo de la célula y con esto se logra aislar un pedazo de membrana, o parche, del
resto de la membrana de la célula (Figura 17, D). Esto tiene como resultado que la cara
intracelular del canal quede expuesta a la solucion del bafio y la cara extracelular quede
expuesta a la solucidbn que contiene el microeléctrodo. La ventaja que presenta esta
configuracion es que podemos controlar la naturaleza de las soluciones que se aplican a la

cara intracelular del canal.

Todos los experimentos de electrofisiologia se llevaron a cabo a temperatura ambiente (19-
21°C) usando un amplificador EPC 10 (HEKA Elektronik GMBH, Pfalz, Germany), un
microscopio invertido con epifluorescencia (Nikon TE2000), un micromanipulador motorizado
MP-225 (Sutter Instruments) y un sistema de recambio de soluciones RSC — 200 (BiolLogic,
Claix, France). Los datos fueron adquiridos y analizados con el programa PULSE de
adquisicién de datos (HEKA Elektronik) y fueron graficados y analizados con el programa
Igor Pro (Wavemetrics INC. Portland, OR).

Los microeléctrodos se hicieron a partir de vidrio de borosilicato con una resistencia de entre
2 y 5MQ.
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Figura 16) Técnica de fijacion de voltaje en microareas de membrana o Patch — Clamp.
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Los protocolos de voltaje con los cuales se obtuvieron las corrientes macroscopicas para
construir las curvas corriente a voltaje (I —V) se generaron aplicando pulsos de voltaje desde
-100 a +100mV, en intervalos de 20 mV con una duracion de 100ms para cada pulso desde

un potencial de mantenimiento de 0 mV.

También se realizaron experimentos para obtener curvas dosis a respuesta ante distintas
concentraciones de capsaicina desde 10 nM hasta 4 uM. Estas curvas se obtuvieron antes y
después de la aplicacién del agente MTS a una concentracion de 2 mM; el cual se aplico
durante 2-5 min. Los datos obtenidos a +100 mV se graficaron en funcién de la concentracion
de capsaicina y las curvas se ajustaron a la ecuacion de Hill: | = Ihax([capsaicin]™/(Kp " +
[capsaicin] ")) donde Inax €s la corriente maxima, Kp es la constante de disociacion y n es la
cooperatividad que existe entre la union de la capsaicina y el canal. Los datos se presentan

como el promedio + E.S

e) Soluciones de registro

Todos los registros de Patch—Clamp se hicieron usando soluciones simétricas preparadas de
la siguiente manera: solucion baja en divalentes NaCl a 130mM, HEPES a 3 mM y EDTA a
1mM; con un pH 7.6.

La solucibn mas concentrada de 4 mM capsaicina (Sigma—Aldrich) fue preparada en etanol
puro, diluida a diferentes concentraciones, y aplicada en la parte intracelular del parche para

producir la activacion del canal.

La solucion con los agentes MTSEA y MTSET (Toronto Research Chemicals Inc.) se utilizé a
2mM, a partir de una soluciéon a una concentracion de 100 mM preparada con agua. La
solucion con los agentes fueron preparadas antes de cada experimento ya que estos
compuestos son muy inestables. La alicina fue donada por el Dr. R. Arguello-Garcia

(CINVESTAV, México) y se utilizé a una concentracion de 200 uM.
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Los extractos de cebolla se obtuvieron moliendo una cebolla entera y 10 gr de ajo con una
licuadora manual en 200 y 50 ml de las soluciones de registro que se describen abajo,
respectivamente. Las mezclas se centrifugaron a 1600 rpm durante 20 minutos, y el
sobrenadante se diluyd en solucion de registro (1:100) y se utilizé para activar las corrientes

del canal TRPV1 en la configuracion de inside-out.

La solucion del agente reductor ditiotreitol o DTT (Sigma — Aldrich) se utilizd a 20 mM a partir

de un stock de 1 My el rojo de rutenium se utilizo a 10 uM a partir de un stock a 10 mM.
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Resultados

1) Efectos de los agentes MTS sobre el canal TRPV1 silvestre.

a) Los agentes MTS funcionan como agonistas.

Para caracterizar los efectos de los agentes MTSEA y MTSET sobre el canal TRV1 silvestre,
se utilizaron parches de membrana de células HEK293 que expresaban al canal y se
realizaron curvas dosis a respuesta para la activacion del canal por capsaicina. Dichos
experimentos consistieron en registrar las corrientes obtenidas al aplicar diferentes
concentraciones de capsaicina que iban desde 10 nM hasta 4 uM a distintos voltajes.
Después de lavar la capsaicina del medio de registro, se les aplic6 2 mM de MTSEA o
MTSET, por alrededor de 2-5 min. Y se volvieron a registrar las corrientes obtenidas por las
diferentes concentraciones del agonista. Finalmente, se graficO la corriente maxima
normalizada obtenida a 100mV antes y después de la aplicacion de MTSEA o MTSET en

funcién de distintas concentraciones de capsaicina (Figura 17).

Los datos de un compafiero de nuestro laboratorio, Andrés Jara Oseguera, indican que el
aumento en la corriente promovido por los agentes MTS se debe a un aumento en la
probabilidad de apertura del canal en ausencia de la capsaicina (datos no mostrados). Como
se muestra en la Figura 18, la aplicacion de los agentes MTS no promueve cambios
significativos en el grado de rectificacion de las curvas corriente a voltaje (I — V). Esto implica
gue el canal retiene su sensibilidad al voltaje (Figura 18) ya que el grado de rectificacion
basicamente no cambia cuando comparamos la curva en presencia de capsaicina antes y

después del agente MTS.
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Figura 17) Efecto de los agentes MTS sobre la curva dosis a respuesta para activacion del canal
TRPVL1. Los circulos negros representan la corriente normalizada obtenida a 100 mV en presencia de
distintas concentraciones de capsaicina. Los circulos blancos representan la corriente obtenida
después del tratamiento con MTSET (A) o con MTSEA (B). Las corrientes fueron normalizadas al
valor méaximo obtenido en presencia de capsaicina 4uM antes de la aplicacion de los agentes MTS.
Los valores obtenidos a partir de los ajustes a la ecuacidon de Hill (lineas continuas) para las
consantes de disociacién aparentes fueron: Kp= 158 + 0.5 nM antes de la aplicacién de MTSET y 8 =
0.2 nM después de la aplicacion de MTSET y Kp= 124 + 0.25 nM antes de la aplicacion de MTSEA y
después de la aplicacién de MTSEA fueron Kp= 4 + 0.1 nM. N=5 para ambas curvas. Los datos se
presentan como el promedio * E.S.
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Figura 18) Efectos de los agentes MTSEA y MTSET en el canal TRV1 silvestre. Relaciones |-V para
parches de membrana escindido que expresan al canal TRPV1 silvestre. Las corrientes fueron
graficadas a los voltajes que se muestran en presencia de concentraciones subsaturantes (50 nM) y
saturantes (4uM) de capsaicina antes y después de la exposicién a MTSET (A) y a MTSEA(B). Las
corrientes fueron normalizadas al valor maximo para cada curva para mostrar que no hay cambios en

el grado de rectificacion.
En mi compu se ven raras las letras de |, normalizada.

b) El efecto del MTSEA sobre el canal TRPV1 se revierte por la aplicacion de un agente

reductor.

Para saber si el efecto del MTSEA se debe a una modificacion de alguna(s) cisteina(s) en la
secuencia del canal TRPV1, se utilizé el agente reductor ditiotreitol o DTT para promover el
rompimiento del puente disulfuro que se forma entre la cisteina y el MTSEA. De esta forma,
se registro la corriente sin ligando o corriente de fuga (trazo verde), después se registro la
corriente al final de la exposicion al MTSEA (trazo azul), donde se observd que la corriente
aumentd a valores cercanos al 60-70% de la corriente que activa una concentracion
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saturante de capsaicina (4uM) (trazo negro). Finalmente, se aplicé DTT 20mM y se observo
gue la corriente disminuyd a valores cercanos a los de la corriente de fuga (trazo amarillo)
(Figura 19, A). La curva | — V correspondiente al parche que se muestra en A, revela que el
efecto del agente MTSEA sobre el canal se puede revetir al aplicar el DTT (circulos amarillos)
(Figura 19, B). La aplicaciéon de MTSEA a parches de membrana de células que solo fueron
transfectadas con GFP no indujo la activacién de corrientes (Figura 19, C). Esto indica que

las corrientes enddgenas de las céluals HEK293 no son sensibles a este agente.

Con el objeto de determinar el curso temporal con el que ocurre la modificacion del canal
TRPV1 en presencia de MTSEA, se disefié un protocolo de pulsos de voltaje a 100 mV cada
1 seg para determinar el cambio en la magnitud de la corriente después de una aplicacién
corta de MTSEA. Como se observa en la Figura 20, después de 10 segundos de aplicacion
del MTSEA, la corriente empieza a aumentar y, en menos de 35 segundos, ha alcanzado el
estado estacionario. Finalmente, para fines de comparacion aplicamos capsaicina a una
concentracion de 4 uM y luego, las corrientes fueron bloqueadas con 10 uM rojo de rutenio
(RR), un bloqueador inespecifico de los canales TRP. La activacion de la corriente por

MTSEA se ajust6 a una exponencial simple con una t= 13 seg.
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Figura 19) El efecto del MTSEA sobre el canal TRPV1 es reversible. (A) Trazos obtenidos
después de la aplicacion de MTSEA (trazo azul), de DTT 20 mM (trazo amarillo) y en presencia
de capsaicina 4 pM. (B) Relacién | — V del mismo parche en donde se observa claramente el
aumento de la corriente después de la aplicacién de MTSEA (curva azul) con respecto a la
corriente de fuga (curva verde) y la disminucién de la corriente por el tratamiento con DTT
(amarillo). La curva negra representa la corriente obtenida en presencia de capsaicina en una
concentraciéon saturante. (C) Trazos de corriente obtenidos a partir de un parche membranal
de una célula trasnfectada solo con GFP.
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Figura 20) Curso temporal de la activacion de la corriente por MTSEA. Las barras indican
el tiempo que fue aplicado cada reactivo. Los valores de corriente mostrados fueron
obtenidos a un voltaje de 100 mV aintervalos de 1 seg. RR=rojo de rutenio

2) Generaciéon de un canal sin cisteinas.

a) El canal TRPVL1 sin cisteinas o TRPV1 "18cys.

Durante la duracion de mi trabajo de tesis, se utiliz6 la técnica de mutagénesis dirigida para

construir un canal TRPV1 sin cisteinas, al cual se le nombré TRPV "18cys (Figura 21).
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C
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Figura 21) Esquema del canal TRPV1 18cys.Las
cisteinas se marcan como tridngulos verdes.

A pesar de que le faltan todas las cisteinas a este canal mutante, se comporta basicamente

de la misma forma que un canal TRPV1 silvestre ante la capsaicina. Sin embargo, al
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exponerlo a los agentes MTS, el canal TRPV1™18cys no presenta el aumento caracteristico
en la corriente que se observa en el canal silvestre (Figura 22). Esto constituye una
evidencia mas a favor de que alguna de la(s) cisteina(s) en su secuencia primaria es (son)

importante(s) para la activacion por los compuestos MTS.

En la Figura 22 A se observan trazos de corriente representativos obtenidos de parches de
membrana de células transfectadas con el canal mutante a un voltaje de +100 mV. La
aplicaciéon de 2 mM MTSEA a dicho parche por 5 min no promovio un cambio en la magnitud
de las corrientes del TRPV118cys. En la Figura 22 B se presenta una curva dosis a
respuesta inicial ante diferentes concentraciones de capsaicina (circulos negros) y la
respuesta que se obtiene después del agente MTSEA (circulos blancos). Como se puede
apreciar la corriente después de la aplicacion de dicho agente no aumenta y no hay cambios

significativos en los coeficientes de disociacion aparentes.
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Figura 22) Efecto del MTSEA sobre el canal TRPV1718 Cys. (A) Trazos de corriente representativos
a 100 mV en donde se observa que el MTSEA no produce un aumento en la corriente. (B) Curva
dosis a respuesta de diferentes concentraciones de capsaicina antes (circulos negros) y después
de (circulos blancos) del MTSEA. Los coeficientes obtenidos por el ajuste de la Ecuacion de Hill
parala curva obtenida antes de MTSEA son Kp= 106 £ 0.2nM y después de MTSEA Ky4= 102 £ 0.2nM
con N=5. Los datos se presentan como el promedio £tE.S. N=5.
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b) La cisteina 157 es la responsable del efecto de los MTS sobre el canal TRPV1 silvestre.

Durante la generacion del canal TRPV1718cys, se produjo un canal con 12 cisteinas (12cys)
mutadas a otros aminoacidos (Figura 23, A). Este canal todavia responde a la aplicacion de

agentes MTS de forma similar a lo que ocurre en el canal silvestre (Figura 23, B).
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Figura 23) TRPV1 12cys. (A) Esquema del canal TRPV1 en donde se representan con “X”
rojas las 12 cisteinas mutadas. (B) Familias de corrientes del canal TRPV1 obtenidas a varios

voltajes antes (primeros tres trazos a la izquierda) y después de aplicar MTSEA (Ultimos dos
trazos ala derecha).

Asi como se muestra en la Figura 23, la aplicacién de una concentracién subsaturante de
capsaicina (50 nM) activa una fraccion de la corriente pequefia en comparaciéon con la
magnitud de corriente que se activa con 4 uM capsaicina. Después del tratamiento con
MTSEA, la magnitud de la corriente activada con 50 nM capsaicina se acerca a la magnitud

de la corriente activada por 4 uM capsaicina.
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De manera interesante, al realizar la siguiente mutacion acumulativa, en la cual se cambio la
cisteina que se encuentra en la posicion 157 de la regién N—terminal (C157) por una alanina
(A), se observo que el canal ya no respondia a los agentes MTS (datos no mostrados). Con
el fin de decidir si la presencia de esta cisteina era necesaria para promover los efectos del
MTSEA, se decidié mutar solo esa cisteina en un fondo de canal silvestre; es decir, en un
canal en donde el resto de las 17 cisteinas se encontraban intactas y soélo existia la mutacion
C157A. (Figura 24).
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Figura 24) Esquema del canal TRPV1-C157A en donde se representa con una estrella roja la
cisteina que se muté por una alanita. Esta cisteina es la responsable de que los agentes MTS
causen un efecto sobre el canal TRPV1 silvestre.

Para probar los efectos del MTSEA sobre el canal TRPV1-C157A, se registraron las
corrientes a pulsos de voltaje de +100mV antes y después de MTSEA y se observd que no
habia activacion del canal por este agente. Sin embargo, después de aplicar una
concentracion saturante de capsaicina si se observd la activacion de corrientes
macroscopicas (Figura 25, A). Esto indica que la falta de efecto de los agentes MTS sobre el
canal no involucra un cambio en la respuesta del canal ante la capsaicina pero el reemplazo
de la cisteina C157 por si sola, logra eliminar la activacién por MTSEA. A conntinuacio, se
realizaron curvas dosis a respuesta en donde a los parches membranales se les aplicaron
varias concentraciones de capsaicina y se registraron las corrientes antes (circulos negros) y
después (circulos blancos) de la aplicacion del MTSEA. En este caso, tampoco se

observaron cambios inducidos por el tratamiento con MTSEA (Figura 25, B).
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Figura 25) Canal TRPV1 — C157A. (A) Trazos obtenidos a 100mV antes (verde) y después de la
aplicacion de MTSEA (azul) y, finalmente con capsaicina 4uM (negro). (C) Curva dosis a respuesta ante
diferentes concentraciones de capsaicina antes (circulos negros) y después del MTSEA (circulos
blancos). Los coeficientes de disociacién aparentes obtenidos a partir del ajuste con la ecuacién de
Hill antes de la aplicacion del MTSEA son Kp= 155 + 0.9nM y después del MTSEA son Kp= 133 + 0.3Nm
con una N=6. QUITAR EL PANEL A. Subir todo el documento
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Dado que ya habiamos construido un canal TRPV1 sin cisteinas, decidimos usar este canal
como una herramienta para determinar si la presencia de C157 era suficiente para promover
los efectos de los agentes MTS sobre el canal TRPV1. De esta forma, generamos al canal
TRPV1718cys—A157C (Figura 26, A). En la Figura 26, B se muestran trazos de corriente de
parches de membrana que expresaban al canal TRPV1718cys—A157C. Lo que es evidente
es que la corriente registrada después de la aplicacién del agente MTSEA sin agonista
aumenta (trazo azul) con respecto a la corriente inicial (verde). Cuando a estos parches se
les aplica 20 mM de DTT, se observa una disminucion en la corriente (trazo amarillo). La
corriente puede ser recuperada al aplicar una concentracion saturante de capsaicina (trazo
negro) que, a su vez, puede ser bloqueada por rojo de rutenio. (Figura 26, B). A seguir, se
llevaron a cabo curvas dosis a respuesta a partir de las cuales se obtuvo la magnitud de la
corriente en respuesta a las diferentes concentraciones de capsaicina antes y después de la
aplicacion de MTSEA. El resultado de estos experimentos es claramente que la cisteina
C157 es suficiente para promover los efectos de los agentes MTS sobre la actividad del
canal TRPV1 (Figura 26, C).
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Figura 26) Canal TRPV1 18cys—A157C. (A) Esquema del canal TRPV1718cys—A157C el cual
s6lo presenta la cisteina de interés. (B) Trazos de corrientes representativas obtenidas a
100mV. La aplicacion del MTSEA (trazo azul) promueve la activacién de la corriente. Esta
corriente puede ser revertida por el uso del DTT (trazo amarillo) y la corriente puede ser
recuperada por la aplicacién de capsaicina (trazo negro). (C) Curva dosis a respuesta para
la activacion en presencia de diferentes concentraciones de capsaicina antes (circulos
negros) y después (circulos blancos) de la aplicacion del MTSEA. Las lineas continuas son
ajustes a la ecuacion de Hill de la cual se obtuvo una Kp=158 + 0.7nM y 11 + 0.6nM antes y
después de la aplicacion de MTSEA respectivamente con una N= 5. Los datos se expresan

[Capsaicina], (M)

como el promedio + E.S.

3) Los extractos del ajo y la cebolla activan al canal TRPV1 silvestre.

Como se habia mencionado antes, se han reportado estudios en los cuales se ha concluido

que existen compuestos

activan al canal TRPV1 (Macpherson, 2005). Sin embargo, existe controversia de si el efecto

es sobre el TRPV1 ya que existen evidencias contrarias obtenidas por otros grupos de

gue provienen de algunas plantas, como el ajo y la cebolla, que
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investigacion en donde demuestran que dichos compuestos activan al TRPAL (Julius, et al.
2005) Dado que los extractos de estos vegetales contienen compuestos que tienen la
capacidad de modificar cisteinas, se decidi0 realizar experimentos para comprobar si
efectivamente activaban al TRPV1 y para dilucidar el mecanismo por medio del cual esto

ocurria.

Los experimentos que se realizaron consistieron en el registro de corrientes de células
HEK293 transfectadas con el canal TRPV1 silvestre y con las mutantes TRPV1718cys,
TRPV1-C157A y TRPV1718cys—A157C. Los resultados de estos experimentos se

mencionan a continuacion.

a) Los extractos de ajo y cebolla activan al canal TRPV1 silvestre.

Para este experimento se obtuvieron extractos de ajo y cebolla de los cuales se hicieron
diluciones, como ya se menciona en la parte de Metodologia. Los registros se hicieron en
parches de membrana en ‘inside-out”. La Figura 27 resume los datos que se obtuvieron.
Ambos extractos fueron capaces de promover la activacién de la corriente a través del canal
TRPV1 silvestre (Figura 27, A y B, trazos azules). Al igual que con los agentes MTS, se
decidié hacer un experimento para saber si las corrientes evocadas por éstos dos extractos
eran a causa de la interaccion de los mismos con las cisteinas. Lo que se observoé fue que,
efectivamente, las cisteinas participaban en la activacion del canal por los extractos de ajo y
de la cebolla ya que la aplicacion del agente reductor DTT revierte su efecto (Figura 27, Ay
B, trazos amarillos). A continuacién, se procedi6 a estudiar el efecto de estos extractos en

las mutantes que se habian generado.
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A B

—— 0 M Capsaicina — 0 M Capsaicina

—— 0 M Capsaicina después del — 0 M Capsaicina después del

extracto de cebolla extracto de ajo
—— 4 uM Capsaicina = 4 pM Capsaicina

VoMb iy
T m——— T

20 pA

20 ms

Figura 28) En A y B se muestran trazos representativos a 100 mV controles obtenidos de células
HEK?293 transfectadas solo con GFP a las cuales se les aplicaron los extractos de cebolla y ajo.
Ninguno de los extractos fue capaz de activar corrientes.

A B

= OM Capsaicina = OM Capsaicina
= Corriente después de 2min = Corriente después de 2min
con el extracto de cebolla con el extracto de ajo
OM Capsaicina después de 20mM DTT OM Capsaicina después de 20mM DTT
= 4uM Capsaicina = 4uM Capsaicina
= Rojo de Rutenium =— Rojo de Rutenium

oAmat it

W

20 ms

2 nA

0

Figura 27) Efecto de los extractos de cebolla y ajo en el canal TRPV1 silvestre. En Ay B se
muestran trazos de corrientes representativos a 100 mV activados por los extractos de
cebolla y ajo, respectivamente, en donde se observa que el DTT revierte la corriente
evocada por cada extracto.
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En la Figura 28, A y B se muestran trazos obtenidos a partir de células transfectadas solo
con GFP. Los datos demuestran que no hay corrientes enddégenas que se activen por estos
extractos y que los resultados anteriormente mostrados se deben a los efectos de los

extractos sobre el canal TRPV1.

En los experimentos se observo que las corrientes evocadas en respuesta a los extractos de
ajo y cebolla, fueron sensibles al DTT ya que dichas corrientes disminuyeron a valores de las
corrientes de fuga. En la Figura 29 se muestran curvas |-V en parches de membrana
escindidos, con un protocolo de voltaje que va desde -100 a +100mV, en donde se observa
que al aplicar el agente DTT las corrientes evocadas por los dos tipos de extractos
disminuyen a valores cercanos a cero. Cabe mencionar, que datos de mi comparfero de
laboratorio Héctor Salazar Garcia, demuestran los mismos efectos que se obtienen con los
agentes MTS y los extractos en las células HEK293 transfectadas con el canal TRPV1, se
obtienen en neuronas DRG de raton en cultivo (datos no mostrados). Es decir, el sistema in

Vivo, se comporta igual.
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Figura 29) Efecto del DTT sobre el canal TRPV1 activado por extractos de cebollay ajo. En Ay B se
observan curvas | - V para la activacion del canal TRPV1 por los extractos de ajo (circulos azules) y de
cebolla (circulos morados), respectivamente. La curva de color amarillo muestra que el efecto que
tienen los extractos sobre el canal TRPV1 es reversible por el agente reductor DTT.
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a) El canal TRPV1™18cys no es activado por los extractos de cebolla y ajo

Para comprobar si efectivamente los extractos de cebolla y ajo interactian de alguna forma
con las cisteinas del canal, se realizaron experimentos en los cuales se registraron las
corrientes que presentaba el canal TRPV1718cys en presencia de los extractos. Se observo
gue, tanto para el extracto de cebolla como para el extracto de ajo, no hubo un aumento en la

corriente por la aplicacion de estos extractos (Figura 30, A y B, trazos azules).

A B

= 0OM Capsaicina = OM Capsaicina

= OM Capsaicina después de = OM Capsaicina después de
2min con el extracto de cebolla 2min con el extracto de ajo

= 4uM Capsaicina = 4uM Capsaicina

0.1 nA

Figura 30) El canal TRPV118cys no se activa por los extractos de la cebolla y el ajo. Trazos de
corrientes representativas obtenidas a 100mV en donde se observa que los extractos de cebolla
(A) y ajo (B), no activan al canal (trazos azules). La capsaicina si es capaz de activar corrientes
(trazo negro).

57



c) La cisteina 157 es la responsable de los efectos de los extractos.

La falta de efecto que existié al aplicar los extractos a parches de membrana con canales
TRPV1 sin cisteinas indico que, efectivamente habia una interaccion de los extractos con las
cisteinas del canal. Asi, surgi6 la pregunta de si la responsable de dicha interaccion era la
cisteina 157 por lo que se utilizé la mutante TRPV1-C157A para determinar si esta era la
responsable del efecto. Se registraron trazos de corrientes al aplicar los extractos de cebolla
y ajo en células transfectadas con el TRPV1-C157A en donde se observd que ninguno de

los dos tipos de extractos activaban al canal (Figura 31, A y B, trazos azules).

= OM Capsaicina

= (0M Capsaicina después de
2min con el extracto de cebolla

- 4uM Capsaicina

= 0OM Capsaicina

= (0M Capsaicina después de
2min con el extracto de ajo

= 4uM Capsaicina

WWM.\M WW'\WM

<

!
0.2 nA

20 ms u | '
20 ms

Figura 31) Los extractos de cebolla y ajo no activan corrientes en la mutante TRPV1-C157A.
Los trazos de corriente representativos fueron obtenidos en parches de membrana a un
voltaje de +100mV. Claramente se observa que después de haber aplicado el extracto, tanto
de cebolla (A) como el de ajo (B), no hay activacién del canal (trazos azules). Sin embargo, al
aplicar una concentracion de capsaicina saturante se observa que el canal si se activa (trazos
negros).
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Finalmente, con el fin de determinar si la C157 era capaz de rescatar la sensibilidad a los
extractos, se decidio usar la mutante TRPV1718cy—A157C en la cual solo se encuentra la
cisteina de interés. Lo que se observo fue que al aplicar los extractos de cebolla o de ajo
inmediatamente el canal se activaba (Figura 32, trazos azules). En este caso, el DTT
también promovio6 la disminucion de la corriente (trazos amarillos), la capsaicina promovio la
activacion de la corriente nuevamente (trazos negros) y el rojo de rutenio bloqueé las

corrientes (trazos rojos).

A

= OM Capsaicina

= 0M Capsaicina después de
2min con el extracto de cebolla
OM Capsaicina después
de 20mM DTT

= 4uM Capsaicina

= 4uM Capsaicina + Rojo de
rutenium

50 pA

)
o
3
7

i | H H | = OM Capsaicina

= (OM Capsaicina después de
2min con el extracto de ajo
OM Capsaicina después de
20mM de DTT

= 4uM Capsaicina

= 4uM Capsaicina + Rojo de
rutenium

50 pA

[ g

20 ms

Figura 32) La cisteina 157 es laresponsable de la activacion del canal TRPV1 ante los extractos de
cebolla (A) y ajo (B).
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4) La alicina, el componente activo del ajo y de la cebolla, activa al canal TPV1.

La alicina es el compuesto que proviene del “alin” el cual es convertido en alicina por medio
de la enzima alinasa. La alicina es un compuesto que es capaz de modificar cisteinas. Dado
que los extractos de ajo y cebolla modifican al canal TRPV1 por medio de una interaccion
con la cisteina C157, se decidié probar si el compuesto activo y mas abundante en estos
vegetales era capaz de mimetizar los efectos de los agentes MTS y de los extractos de ajo y

cebolla.

a) La alicina 'y el canal TRPVL1.

Se realizaron registros de trazos de corrientes en parches de membrana escindidos a un
voltaje de +100mV. A dichos parches se le expuso a 200 uM de alicina y se observo la
activacion de una corriente macroscoépica (Figura 33, A, trazo azul) sefal de que el canal
TRPV1 se activé en presencia de la alicina. Después, se aplico el DTT (trazo amarillo), para
saber si este efecto podia ser reversible, y o que se observo fue que la corriente activada por

la alicina disminuyo a valores de la corriente de fuga (trazo verde).

Después, se llevaron a cabo curvas dosis a respuesta a diferentes concentraciones de
capsaicina antes (circulos negros) y después de aplicar a la alicina (circulos blancos). Lo que
se observo fue que la curva obtenida después de la aplicacién de la alicina se corrié a la

izquierda (Figura 33, B).
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Figura 33) Efecto de la alicina en el canal TRPV1. A) Trazos de corriente representativos obtenidos
de un parche de membrana escindido de una célula HEK293 transfectada con el canal TRPV1. B)
Curva dosis a respuesta de la activacion por capsaicina antes (circulos negros) y después de
alicina (circulos blancos) los valores para Kp antes (circulos negros) y después (circulos blancos)
una N =5. Los datos se representan como el

fueron 159 + 0.3nM y 12 + 0.2nM respectivamente, con
promedio £ ES. N=5.

b) El canal TRPV~18cys no responde a la alicina.

Al probar los extractos en el canal TRPV1 18cys, lo que se observo fue que la corriente
simplemente no se ve afectada por la aplicacion de la alicina (Figura 34, A). De forma similar,
las curvas dosis a respuesta para la activacién por capsaicina no se modificaron (Figura 34,

B). Estos datos demuestran que la alicina es incapaz de activar a un canal sin cisteinas.
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Figura 34) En el canal TRPV118cys, la alicina no promueve ninglin efecto. (A) Trazos de
corriente representativos obtenidos a 100 mV de un parche de membrana escindido de una
célula HEK293 transfectada con el canal TRPV 18cys. El trazo verde representa la corriente
de fuga, el trazo azul a la corriente después de alicina y el negro a la corriente activada por 4
MM capsaicina. (B) Curva dosis a respuesta ante diferentes concentraciones de capsaicina
antes (circulos negros) y después de la aplicacién de 200 uM de alicina (circulos blancos).
Los valores obtenidos para Kp antes y después de la aplicacion de alicina fue 90 + 0.4nM y 95
+ 0.6nM respectivamente, con una N = 5. Los datos se expresan como el promedio + E.S.
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c) La alicina interactia con la cisteina C157.

Hasta ahora se ha discutido que, al igual que los extractos de ajo y de cebolla, la alicina
interactta con las cisteinas del TRPV1 para producir la apertura del canal. Sin embargo, se
deseo probar si la interaccién con la cisteina 157 que se encuentra en el N—terminal podria
ser la responsable de que la alicina active al canal. Por lo que se usé al canal TRPV1-C157A
para contestar esta pregunta. En la Figura 35, A se muestran los trazos de corriente de

parches de membrana que expresan al canal TRPV1-C157A. Se puede apreciar que al

A

e TR . e — M Capsaicing
= M Capsaicing después de 200ul de Alicina

— AU Capsaicina
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o
|

o
[o°]
]

©
~
]
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o
()]
I
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O 200uM Alicina

o
(V)
]

-7 106

[Capsaicina], (M)

Figura 35) La alicina interactia con la C157. (A) Trazos de corriente representativos
obtenidos a partir de un parches de una célula HEK293 transfectada con el canal TRPV1-
C157A. Estos datos evidecian la falta de activacion del canal mutante por la alicina (trazo
azul). (B) Curva dosis a respuesta de diferentes concentraciones de capsaicina antes
(circulos negros) y después (circulos blancos) de la aplicacion de 200 uM de alicina. El
coeficiente de disociacion aparente obtenido antes y después de la aplicacion de alicina fue
111 £ 0.4nM y 100 = 0.3nM respectivamente, con una N = 5. Los datos se expresan como el
promedio + E.S.
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aplicar 200 uM de alicina la corriente permanece sin ser activada (trazo azul) y a niveles de la
corriente de fuga (trazo verde). No obstante, la aplicacion de capsaicina al parche si
promueve la activacion de la corriente (trazo negro). Las curvas dosis a respuesta ante
diferentes concentraciones de capsaicina antes y después de aplicar la alicina también
demuestran que este canal es incapaz de activarse en presencia del compuesto (Figura 35,
B).

d) La presencia de la cisteina 157 es suficiente para la activacion del canal TRPV1 por la

alicina.

Otra prueba mas de que la cisteina 157 es la Unica responsable de la activacion del canal
TRPV1 por la alicina, proviene del registro de corrientes en el canal mutante TRPV1 18cys—
A157C, el cual sélo presenta la cisteina 157. Lo que se observé fue que al aplicar 200 uM de
alicina, ésta activo al canal (trazo azul) y nuevamente, la aplicacion de DTT, abolid las
corrientes (Figura 36, A, trazo amarillo). Al llevar a cabo las curvas dosis a respuesta para
activacion por capsaicina, observamos que la aplicacion de la alicina a los parches de
membrana promueve el corrimiento de la curva dosis respuesta hacia la izquierda (Figura 36,
B, circulos blancos). Este Ultimo dato, en conjunto con las evidencias mostradas
anteriormente, demuestra que la activacién del canal TRPV1 por el compuesto activo que se
encuentra en los extractos de ajo y cebolla, es por medio de una sola cisteina que es tanto,

necesaria como suficiente, para promover los efectos de la alicina.
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Figura 36) Efecto de la alicina sobre el canal mutante TRPV1 18cys—A157C. (A) Trazos de
corriente representativos obtenidos de un parche escindido de célula HEK293 a un voltaje
de 100mV. El trazo verde representa la corriente de fuga, el azul la activacién por alicina
200uM, el amarillo la aplicacién de DTT 20mM y el negro la aplicacién de capsaicina 4uM.
(B) Curva dosis a respuesta ante diferentes concentraciones de capsaicina antes (circulos
negros) y después (circulos blancos) de la aplicacién de alicina. Los valores para Kp y N
antes y después de la aplicacion de alicina son: 159+ 0.3nM y 12 + 0.2nM con una N=5. Los
datos se expresan como el promedio * E.S.
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Discusioén

Los canales TRP juegan un papel fundamental en la percepcion de estimulos ambientales y
algunos de estos canales exhiben sensibilidad a compuestos como el cinamaldehido, el
aceite de mostaza (alil isotiocianato) y a la alicina que son substancias que producen dolor o

sensaciones irritantes.

A la fecha todavia existe controversia de si el canal TRPA1 es el Unico blanco de estos
agentes y el tnico mediador de sus efectos. Aunque es claro que el cinamaldeido y el aceite
de mostaza solo activan a los canales TRPAL, hay estudios que contrastan entre si en
cuanto a sus conclusiones (Julis, et al 2005; Bautista, et al. 2006 y Macpherson, et al 2007).

Los datos demuestran que efectivamente el TRPV1 es blanco de las acciones de los
derivados del ajo y la cebolla. Se ha demostrado que los residuos de cisteinas pueden
modular la actividad de varios tipos de canales, incluyendo los canales TRP (Hess, et al 2003;
Matalon, et al 2003; Yoshida, et al 2006, Macpherson, et al 2007; Julis, et al 2005; Vyklicky,
et al. 2005; Susankova; et al. 2006). En el laboratorio logramos construir un canal TRPV1 sin
cisteinas funcional que ha resultado muy util para los experimentos aqui descritos y que sera
invaluable para estudios futuros sobre la relacion existente entre la funcion y la estructura del
canal TRPV1.

Los resultados indican que los agentes del tipo de los metanotiosulfonatos, que los extractos
de cebolla y ajo y que la alicina son capaces de activar al canal TRPV1 a través de la

modificacién de una sola cisteina, la C157 en la region N-terminal de la proteina.
La estructura cristalizada de las regiones N-terminales de los canales TRPV1 y TRPV2 se

lograron recientemente y muestran que esta region esta compuesta por 6 dominios de unién
a anquirina (Lishko, et al. 2007; Gaudet, et al. 2006).
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También se demostré que la regién N-terminal del canal TRPV1 forma un dominio de unidn
multiple a ligandos y que media la respuesta a ATP, PIP, y calmodulina (Lishko, et al. 2007;
Gaudet, et al. 2006).

Al examinar la estructura publicada para la region N-terminal del canal TRPV1 se logro
constatar que C157 se localiza en la hélice interna 2 del dominio de unién a anquirina ANK2
(Figura 37).

Figura 37) Localizacion de C157 en la region N-terminal del canal TRPV1. Diagrama de cintas para la
estructura publicada. Basado en esta estructura, C157 (bolas amarillas) se encuentra en la hélice
interna 2 del dominio de anquirina ANK-2 del TRPV1.

Notablemente, esta region también es blanco de union de varias otros ligandos reguladores.
Por ejemplo, los sitios K155, K160 y L163 (que se encuentran cercanos a C157) constituyen
la region de union a ATP (Lishko, et al. 2007; Gaudet, et al. 2006). Estos resultados y los
nuestros sugieren gque esta region sufre cambios conformacionales significativos acoplados a
las propiedades de compuerta del canal y constituye una region reguladora importante para
la funcion del canal TRPV1.

La importancia de la region N-terminal en la funciéon de los canales TRP parece estar

conservada ya que en el TRPAL existe un grupo de 3 cisteinas (C619, C639 y C663) que es
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la region que modula los efectos del cinamaldehido y del aceite de mostaza sobre la

activacion del canal (Hinman; et al. 2006).

Ademas, en el TRPAL, esta region también contiene dominios de unién a anquirina similares
a los encontrados en el TRPV1. Para el TRPAL se ha propuesto que estos dominios juegan
un papel importante en la respuesta del TRPA1l a cambios en la tension de la superficie
celular (Corey; et al. 2004; Howard, et al. 2004; Michaely, et al. 2002).

Por otro lado, algunas de las otras cisteinas de la secuencia del TRPV1 parecen jugar
papeles importantes en la activacién del TRPV1 por 6xido nitrico y H,O,. Es posible entonces
qgue la modificaciéon de C157 pueda también participar parcialmente en los efectos de estos
agentes sobre el canal (Yoshida, et al. 2006).

Aunque puede ser que la activacion por modificadores de cisteinas sea un mecanismo
conservado en los canales TRP, la falta de activacion del canal TRPV1 por cinamaldehido vy,
particularmente por el aceite de mostaza (alil isotiocianato), que es estructuralmente parecido
a la alicina, constituye un enigma en cuanto la especificidad de los agonistas en los canales
TRP. El hecho de que los agentes MTS con cargas distintas promuevan activacion, sugiere
fuertemente que estos efectos se deben a interacciones estéricas mas que a interacciones
electrostaticas. Ademas, el hecho de que la sensibilidad a capsaicina se mantiene intacta en
el canal TRPV1-C157Ay en el canal sin cisteinas, sugiere que los mecanismos de activacion

por capsaicina y agentes que modifican cisteinas son distintos.

El canal TRPV1 y TRPAl1l comparten solo un 13% de identidad de secuencia (22% de
conservacion). Sin embargo, los resultados que aqui se muestran indican que comparten
mecanismos de activacion. Nuestro entendimiento de la naturaleza de este mecanismo nos
proveera de informaciébn nueva acerca de las bases moleculares que subyacen a la

deteccién de estimulos nocivos.
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Conclusion

Las conclusiones que se obtienen a partir de los resultados de este trabajo son:

1)

2)

3)

4)

5)

Los agentes MTS activan al canal en ausencia de la capsaicina promoviendo un
cambio en la probabilidad de apertura del canal TRPV1.

Los extractos de ajo y cebolla asi como la alicina promueven una activacién del canal
TRPV1 similar a la que se observa con los agentes MTS.

El canal TRPV1 sin cisteinas se activa por capsaicina pero no por los agentes MTS ni
por la alicina.

La activacion del canal por los agentes MTS vy la alicina es un proceso dependiente de
la modificacion de la cisteina C157 de la region N-terminal del canal TRPV1.

Existe especificidad en la activacion por agentes que modifican cisteinas en los
canales TRP ya que el cinamaldehido y el alil isotiocianato que activan al canal
TRPA1 no activan al TRPV1.
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